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A nucleic acid analogue of the PNA type is 
provided with a kemptide motif and radio- 
labelled by phosphorylation at a service residue 
in said motif to provide a radio-labelled nucleic 
acid analogue having a specific activity in 
excess of 1 x 10<5> cpm/ mu g <32>P. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft die Herstellung markier- 
ter Nucleinsaure-Analoga und deren Verwendung bei analy- 
tischen Verfahren. 

Nucleinsaure-Analoga mit wichtigen neuen Nutzbereichen in 
Analyseverf ahren und auf dem Gebiet der Diagnostik sind in 
WO 92/20703 beschrieben. Diese Nucleinsaure-Analoga besit- 
zen eine Reihe neuartiger Eigenschaf ten, die ihnen beson- 
dere Bedeutung auf dem Gebiet der Diagnostik sowie auf dem 
Gebiet der Antisense-Therapeutik verleiht. 

Sie zeichnen sich typischerweise durch ein Polyamid-Gerust 
aus, das eine Sequenz aus Liganden tragt, die Nucleinsaure- 
Basen sind. Die dort beschriebenen Analoga besitzen die Ei- 
genschaft, mit hoher Spezifitat und Stabilitat an natiirli- 
che Nucleinsauren komplementarer Sequenz zu hybridisieren. 

Urn Nachweis und Handhabung derartiger Nucleinsaure-Analoga 
bei diagnostischen oder anderen analytischen Verfahren und 
dergleichen Arbeitsgangen zu erleichtern, ist es wunschens- 
wert, die Nucleinsaure-Analoga mit nachweisbaren Markierun- 
gen zu versehen. 

In US-A-4 923 802 ist ein Assay auf Proteinkinase C be- 
schrieben, bei dem radiomarkiertes ATP und ein hochspezifi- 
sches Peptidsubstrat eingesetzt werden, welches in der 
Grundform aus einem Serin- oder Threonin-Aminosaurerest zu- 
sammengesetzt ist, flankiert von Gruppen basischer Amino- 
sauren, die ganzlich aus Arginin, Lysin oder Histidin oder 
irgendeiner Kombination dieser Aminosaurereste zusammen- 
gesetzt sirid. Bei diesem Assay wird die Phosphat-Gruppe des 
ATP durch die Proteinkinase C auf das Peptid ubertragen. 
Das Vorhandensein der Markierung am Peptid dient als Mafl 
fur die Bestimmung der Enzym-Aktivitat der Proteinkinase C. 



Es wurde vorgeschlagen, derartige Nucleinsaure-Analoga ra- 
dioaktiv zu markieren. Auch andere Markierungstechniken 
wurden vorgeschlagen. Wir haben nun bestimmte chimare 
Strukturen entwickelt, bei denen ein wie bereits beschrie- 
benes Nucleinsaure-Analogon an eine Peptid-Struktur ge- 
knupft wird (d.h., eine Folge Peptid-gebundener Amino- 
sauren), welches so ausgewahlt ist, dafl die Chimare eine 
zweckmaBige Markierungsreaktion eingeht. 

DemgemaB macht die vorliegende Erfindung in einem ersten 
Aspekt ein Verfatiren zum Markieren eines Nucleinsaure-Ana- 
logons verfiigbar, umfassend das Bereitstellen eines Nucle- 
insaure-Analogons mit einer Peptid-Struktur, die als Sub- 
strat fiir ein Enzym in einer Markierungsreaktion fungieren 
kann, und das Durchfuhren einer solchen Markierungsreak- 
tion, umfassend das Umsetzen der Peptid-Struktur des Nucle- 
insaure-Analogons mit einem Ausgangsstof f flir die Markie- 
rung unter dem Einflufi eines Enzyms. Vorzugsweise ist die 
Markierung eine Radiomarkierung, vorzugsweise radiomarkier- 
tes ATP . 

Das radioaktive Atom in der Radiomarkierung ist vorzugs- 
weise 32 P in der y-Position. 

Alternativ kann die Markierung jedoch auch irgendeine ande- 
re nachweisbare Markierung sein, die sich in einer enzym- 
vermittelten Reaktion an ein Peptid kniipfen lafit, z.B. eine 
Biotin-Markierung - 

Das Enzym ist vorzugsweise eine Proteinkinase. 

Die Peptid-Struktur ist vorzugsweise die Kemptid-Struktur, 
d.h., H-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-. Es ist bekannt, da/3 
diese Struktur bei Vorhandensein in einem Protein oder 
Peptid eine Markierungsreaktion eingeht, bei der sie als 
Substrat fiir die Einwirkung von Proteinkinase A fungiert, 
und am Serin-Rest phosphoryliert ist. Es konnen auch andere 
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phosphorylierbare Strukturen verwendet werden. Zu diesen 
gehoren gekurzte Kemptid-Strukturen, z.B. die ersten funf 
Arainosaurereste der Kemptid-Struktur , H-Arg-Ala-Ser-Leu- 

Gly-. 

Vorzugsweise ist daher die Markierungsreaktion eine Phos- 
phorylierung an einem Serin-Rest der Peptid-Struktur . 

Das Nucleinsaure-Analogon ist vorzugsweise eines, das einen 
polymeren Strang umfafit, der eine Sequenz aus Liganden ent- 
halt, die an ein Gerust gebunden sind, das aus verknupften 
Gerusteinheiten besteht, wobei das Analogon imstande ist, 
an eine Nucleinsaure komplementarer Sequenz zu hybridisie^ 
ren und des weiteren diese Peptid-Struktur umfaflt. 

Das Nucleinsaure-Analogon-Geriist ist vorzugsweise ein Poly- 
amid-, Polythioamid-, Polysulf inamid- oder Polysulf onamid- 
Geriist. 

Vorzugsweise sind die verknupften Gerusteinheiten Peptid- 
gebundene Aminosaure-Einheiten, und vorzugsweise liegt die 
Peptid-Struktur am N-terminalen Ende oder am C-terminalen 
Ende vor. 

Vorzugsweise kann das Nucleinsaure-Analogon an eine 
Nucleinsaure komplementarer Sequenz hybridisieren, urn ein 
Hybrid zu bilden, das stabiler gegen Denaturierung durch 
Warme ist als ein Hybrid .zwischen dem herkommlichen, in der 
Sequenz dem Analogon entsprechenden Deoxyribonucleotid und 
der Nucleinsaure. 

Vorzugsweise ist das Nucleinsaure-Analogon eine Peptid- 
nucleinsaure, bei der das Gerust ein Polyamid-Gerust ist, 
wobei jeder Ligand direkt oder indirekt an ein Aza-Stick- 
stoff-Atom im Gerust gebunden ist, und die Liganden tragen- 
den Stickstoff-Atome vorwiegend durch 4 bis 8 dazwischen- 
liegende Atome voneinander im Gerust getrennt sind. 
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Vorzugsweise kann zudem das Nucleinsaure-Analogon an eine 
doppelstrangige Nucleinsaure hybridisieren, in der ein 
Strang eine zu dem Analogon komplementare Sequenz aufweist, 
um so den anderen Strang von diesem einen Strang zu ver- 
drangen . 

Vorzugsweise hat das Nucleinsaure-Analogon die allgemeine 
Forme 1 I: 




Formel I 

worin: 

n wenigstens 2 ist; 

jedes der L 1 -!/ 1 unabhangig ausgewahlt ist aus der Gruppe be- 
stehend aus Wasserstoff, Hydroxy, (C 1 -C 4 )-Alkanoyl f natiir- 
lich vorkoiranenden Nucleobasen, nicht natiirlich vorkommenden 
Nucleobasen , aromatischen Einheiten , DNA-intercalierenden 
Agenzien, Nucleobase-bindenden Gruppen , heterocyclischen 
Einheiten und Reporter-Liganden, doch ist normalerweise we- 
nigstens ein L eine Nucleobase-bindende Gruppe, etwa eine 
natiirlich vorkommende Nucleobase, und vorzugsweise sind we- 
nigstens 90% der L-Gruppen derartige Nucleobase-bindenden 
Gruppen; 

jedes der C 1 -^ (CR 6 R 7 ) y ist, wobei R 6 Wasserstoff ist und 
R 7 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus den Sei- 
tenketten natiirlich vorkommender a-Aminosauren, oder R 6 und 
R 7 unabhangig ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus 
Wasserstoff, (C 2 -C 6 )-Alkyl, Aryl, Aralkyl, Heteroaryl, Hy- 
droxy, (C!-C 6 )-Alkoxy, (C x -C 6 )-Alkylthio, NR 3 R 4 und SR 5 , wo- 



bei R 3 und R 4 wie nachstehend definiert sind f und R 5 
Wasserstoff, (C 1 -C 6 )-Alkyl ist, Oder R 6 und R 7 zusammenge- 
nommen ein aiicyclisches oder heterocyciisches System ver- 
voilstandigen; 

jedes der D 1 - D n (CR 6 R 7 ) 2 ist, wobei R 6 und R 7 wie vorste- 
hend definiert sind; 

y und z jeweils null oder eine ganze Zahl von 1 bis 10 
sind, wobei die Summe y + z 2 bis 10 ist ( vorzugsweise gro- 
Ber als 2, und vorzugsweise so, dai3 x und y jeweils 1 oder 
2 sind); 

G l- G n-l jeweils -NR 3 C0-, -NR 3 CS-, -NR 3 SO- oder -NR 3 S0 2 - in 
beiden Orientierungen sind, wobei R 3 wie nachstehend defi- 
niert ist; 

jedes der A x -A n und B 1 -B n so ausgewahlt sind, dafi: 

(a) A eine Gruppe der Formel (Ila), (lib), (He) oder (lid) 
ist, und B N oder R 3 N + ist; oder 

(b) A eine Gruppe der Formel (I Id) ist, und B CH ist; 
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Formel Ila 



Formel lib 




worin: 

X 0, S, Se, NR 3 , CH 2 oder C(CH 3 ) 2 i st ? 
Y eine Einf achbindung, 0, S oder NR 4 ist; 



p und q jeweils null oder ganze Zahlen von 1 bis 5 sind, 
wobei die Summe p+q nicht groBer als 10 ist; 
. r und s jeweils null oder ganze Zahlen von 1 bis 5 sind, 
wobei die Sunune r+s nicht grofler als 10 ist; 

R 1 und R 2 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus der Gruppe 
bestehend aus Wasserstoff, (C 1 -C 4 )-Alkyl f das hydroxy- oder 
alkoxy- oder alkylthiosubstituiert sein kann, Hydroxy, Alk- 
oxy, Alkylthio, Amino und Halogen; und 

R 3 und R 4 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus der Gruppe 
bestehend aus Wasserstoff, (C 1 -C 4 )-Alkyl, hydroxy- oder alk- 
oxy- oder alkylthiosubstituiertem (C 1 -C 4 )-Alkyl, Hydroxy, 
Alkoxy, Alkylthio und Amino; 

Q -C0 2 H, -CONR'R'', -S0 3 H oder -SC^NR'R' 1 oder ein akti- 
viertes Derivat von -C0 2 H oder -S0 3 H ist; und 
I -NR ' R ' ' 1 ist, wobei R" und R* unabhangig ausgewahlt 
sind aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff, Alkyl, 
Schutzgruppen fur Amino, Reporter-Liganden, intercalieren- 
den Agenzien, Chelatbildnern, Peptiden, Proteinen, Kohlen- 
hydraten, Lipiden, Steroiden, Nucleosiden, Nucleotiden, 
Nucleotiddiphosphaten, Nucleotidtriphosphaten, Oligonucleo- 
tiden, darunter sowohl Oligoribonucleotide als auch Oligo- 
deoxyribonucleotide, Oligonucleosiden sowie loslichen und 
nichtloslichen Polymeren und -R* eine R f, -Gruppe oder die 
Peptid-Struktur ist, wobei wenigstens eine L-Gruppe oder 
-R 1 ' ' die Peptid-Struktur ist. 

Mehrbevorzugt umfaflt das Nucleinsaure-Analogon eine Verbin- 
dung der allgemeinen Formel III, IV oder V: 
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Formel IV 




Formel V 

worin: 

L jeweils unabhangig ausgewahlt ist aus der Gruppe beste- 
hend aus Wasserstoff, Phenyl, heterocyclischen Einheiten, 
naturlich vorkommenden Nucleobasen und nicht naturlich vor- 
konunenden Nucleobasen; 

R 7 jeweils unabhangig ausgewahlt ist aus der Gruppe beste- 
hend aus Wasserstoff und den Seitenketten naturlich vorkom- 
mender a-Aminosauren; 
n ein ganze Zahl grofler 1 ist; 

k, 1 und m jeweils unabhangig null oder ein ganze Zahl von 
1 bis 5 sind; 

p jeweils null oder 1 ist; 

R h OH, NH 2 oder -NHLysNH 2 ist; und 

R L die Peptid-Struktur ist. 

Vorzugsweise ist die Markierung eine 32 P-Markierung. 

Vorzugsweise ist die enthaltene Markierung eine Phosphat- 
Gruppe, die an einen Serin-Rest gekriupft ist, der vorzugs- 
weise einen Teil einer Peptid-Struktur bildet. 

Die Peptid-Struktur enthalt vorzugsweise die Kemptid-Struk- 
tur . 



In einem dritten Aspekt stellt die Erfindung ein 
Nucleinsaure-Analogon bereit, umfassend einen polymeren 
Strang, der eine Sequenz aus Liganden enthalt, die an ein 
Gerust gebunden sind, das aus verknupften Geriisteinheiten 
besteht, wobei das Analogon imstande ist, an eine Nuclein- 
saure komplementarer Sequenz zu hybridisieren, und des 
weiteren umfassend eine Peptid-Struktur , die als Substrat 
fiir ein Enzym in einer Markierungsreaktion fungieren kann. 

Vorzugsweise lafit sich die Peptid-Struktur mit radiomar- 
kiertem ATP umsetzen, urn die Peptid-Struktur in Gegenwart 
einer Proteinkinase zu phosphorylieren, und vorzugsweise 
ist die Peptid-Struktur deshalb die Kempt id-Struktur. 

Vorzugsweise ist das Nucleinsaure-Analogon wie vorstehend 
im Zusanunenhang mit dem ersten Aspekt der Erfindung be- 
schrieben. 

In einem vierten Aspekt macht die Erfindung ein analyti- 
sches Verfahren verfiigbar, umfassend das Hybridisieren ei- 
nes radiomarkierten Nucleinsaure-Analogons , hergestellt 
nach einem wie hinsichtlich des ersten Aspekts der Erfin- 
dung beschriebenen Verfahren, oder in Einklang mit dem 
zweiten Aspekt der Erfindung, an eine Nucleinsaure und 
Nachweisen der Gegenwart des so gebildeten Hybrids anhand 
der Radiomarkierung. 

Vorzugsweise ist die nachzuweisende Nucleinsaure an einen 
Trager gebunden und wird mit dem markierten Nucleinsaure- 
Analogon gepriift. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beschreibung der 
bevorzugten Merkmale der Erfindung und anhand der Beispiele 
unter Bezugnahme auf die begleitenden Zeichnungen naher be- 
schrieben und erlautert, worin: 



Figur 1 ein Autoradiogramm ist, das in nachstehendem Bei- 
spiel 3 erzeugt wurde; 

Figur 2 ein Autoradiogramm ist, das in nachstehendem Bei- 
spiel 4 erzeugt wurde. 

PNAs rait Peptid-Erweiterungen gewunschter Aminosaure- 
Sequenz lassen sich mit Hilfe der in der Fachwelt gut 
verstandenen Boc- oder Fmoc-Festphasentechniken bequem her- 
stellen sobald eine Ausgangs-PNA-Sequenz auf einem geeig- 
neterweise festen Trager aufgebaut worden ist, wobei die in 
WO 92/20703 beschriebene Boc-Festphasensynthese angewandt 
wird. Alternativ kann die Peptid-Erweiterung zuerst synthe- 
tisiert werden, ehe die PNA-Sequenz in Angriff genonunen 
wird. 

• 

Fur die Radiomarkierung kann die Aminosaure Sequenz der 
Peptid-Struktur die Kemptid-Struktur sein. Fur die Biotin- 
Markierung kann es eine wie in Biotechnology , Bd. 11 , Okt. 
1993 , S. 1138-1142 von P.J. Schatz beschriebene Sequenz 
sein. Geeigneterweise ist die Sequenz: 
Leu-x-Leu-Zle-Phe-Glu-Ala-Gln-Lys-Zle-Glu-Trp-Arg, 
die durch die £. C0//-Biotin-Holoenzymsynthetase am Lysin-Rest 
mit Biotin biotinyliert wird, welches als Biotinyl-5 ' -ade- 
nylat oder Biotin ad ATP zugefuhrt wird. 

Das Biotin kann als Markierung verwendet werden, die durch 
Avidin oder Streptavidin nachgewiesen werden kann, oder es 
kann selbst eine Radiomarkierung wie etwa 3 H tragen. 

Figur 3 zeigt eine Struktur von PNA(Peptidnucleinsaure)- 
Molekulen im Vergleich zu normaler DNA. 

Figur 4 zeigt die Sequenz und die Nucleinsaure-Hybridisie- 
rungseigenschaf ten einiger hierin verwendeter PNAs. 



Figur 5 zeigt eine HPLOAnalyse einer Zeitstudie der en- 
zymatischen Markierung der erf indungsgemaflen Molekiile. 

Bejgpjel 1 

Herstejlunq eineir PNA-Kemptid-Chimare 

Es wurde die in WO 92/20703 beschriebene Festphasen-PNA- 
Synthese angewandt, um diese Sequenz aufzubauen: 

Boc-NH(CH 2 ) 5 COra-TG(2)T.A(Z)C(Z)G(Z) . TC( Z ) A( Z ) .C( Z )A( Z ) 
A(Z) .C(Z)TA(Z)-CONH-Harz 

Die N-terminale Boc-Gruppe wurde durch Behandeln mit TFA 
entfernt und als Ausgangspunkt fur eine standardmaflige Boc- 
Typ-Festphasen-Peptidsynthese der Kemptid-Struktur iiber den 
Linker 6-Aminohexansaure verwendet, um diese Chimare zu er- 
geben : 

Boc-Leu-Arg ( Tos ) -Arg ( Tos ) -Ala-Ser ( Bzl ) -Leu-Gly-NH( CH 2 ) 5 C0NH- 
TG(Z)T.A(Z)C(Z)G(Z) .TC(Z)A(Z) . C ( Z ) A( Z ) A( Z ) . C ( Z ) TA( Z ) -CONH- 
Harz 

Die Schutzgruppen wurden entfernt und das Produkt mit Hilfe 
des Low-High-TFMSA-Verf ahrens vom Harz abgespalten. Das 
Rohprodukt wurde mittels praparativer HLPC (Umkehrphase-C 18 , 
Elution mit einem Gradienten aus A: 0,1% TFA in Wasser 
(MilliQ™) und B: 0,1% TFA, 10% Wasser, 90% Acetonitril) ge- 
reinigt. Das gereinigte chimare PNA-Kemptid wurde mittels 
analytischer HPLC und FAB-MS charakterisiert . 



Beispiel 2 

Die Kemptid-Struktur (Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly ) funaiert 
als Substrat fur covalent an eine PNA gebundene Protein- 
kinase A 

Die PNA-Kemptid-Chimare der Formel 

H-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-TGTACGTCACAACTA-NH 2 wurde mit 
32 P in einer Reaktionsmischung markiert, enthaltend: 



PNA-Kemptid, lOfiM 5^1 

10 x Proteinkinase A-Puffer 5 nl 

y- 32 P-ATP (> 5000 Ci/mmol; 50 nCi/|il) 10 \xl 

Proteinkinase A (Boehringer, 5 mE/jil 0,2 [il 

H 2 0 30 nl 



Die Reaktion wurde 30 min lang bei 30°C und dann 10 min bei 
65°C inkubiert, ehe 30 s lang bei 15 000 g zentrif ugiert 
wurde. Der Uber stand wurde in ein neues Eppendorf f-Rdhrchen 
uberfiihrt. Es wurde Wasser auf 1 ml zugesetzt, und das mar- 
kierte PNA-Kemptid wurde mittels Anionenaustauschchroma- 
tographie unter Verwendung einer DEAE-Sephadex™ A-50-An- 
ionenaustauschersaule vom nichteingebauten y- 32 P"ATP abge- 
trennt . 

Die spezifische Aktivitat des PNA-Kemptids wurde zu 
MO 8 min" 1 /|ig PNA-Kemptid berechnet. 

Beispiel 3 

Die Hybridisierunaseigenschaf ten der PNA werd en in einer 

PNA-Kemptid-Chimare beibehalten 

Die Fahigkeit eines unmarkierten/ 32 P-markierten PNA62-Kemp- 
tids, an sein komplementares unmarkiertes/ 32 P-markiertes 
Oligonucleotid in Losung zu hybridisieren, wurde durch Gel- 
wanderung in einem 20% nichtdenaturierenden Polyacrylamid- 
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Gel analysiert. Die Hybridisierungsstringenz wurde durch 
Zugabe von Formamid kontrolliert, das die T m eines 
PNA62/DNA-Duplex bei etwa *s°C/l% Formamid herabdrlickt. Die 
Hybridisierungen wurden durchgefiihrt in einem 20 fil- 
Reaktionsvolumen, enthaitend 10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1 mM 
EDTA, sowie PNA, DNA und Formamid wie in der Figur-Legende 
angegeben. Die Hybridisierungsmischungen wurden 15 min lang 
bei 37°C inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wurden der 
Reaktionsmischung 4 |il Beschickungspuf f er (50% Glycerin, 
5 x TBE-Puffer und 0,25% (Gew./Vol. ) Bromphenolblau) zuge- 
setzt, wonach die Proben auf ein 20% nichtdenaturierendes 
Polyacrylamid-Gel/1 x TBE aufgebracht und bei 400 V 
1 Stunde lang elektrophoretisiert wurden. SchlieBlich wurde 
das Gel autoradiographiert . Figur 1 zeigt die Ergebnisse 
der Hybridisierungsanalysen. Bahn 1: Markiertes Oligo- 
nucleotid allein (Wanderungskontrolle) . Bahnen 2-4: Kon- 
trolle PNA62 (PNA62 ohne Kemptid-Zugabe ) , inkubiert mit 
markiertem, komplementarem Oligonucleotid in Gegenwart von 
0% (2), 30% (3) und 60% (4) Formamid. Bahnen 5-7: Un- 
markiertes PNA 6 2 -Kempt id, inkubiert mit markiertem, kom- 
plementarem Oligonucleotid in Gegenwart von 0% (5), 30% (6) 
und 60% (7) Formamid. Bahnen 8-10: 32 P-markiertes PNA62- 
Kemptid, inkubiert mit unmarkiertem, komplementarem Oligo- 
nucleotid in Gegenwart von 0% (5), 30% (6) und 60% (7) 
Formamid. SchluBfolgernd zeigen diese Ergebnisse folgendes: 

1. Durch Anbringen der Kemptid-Verlangerung an die PNA62 
wird deren Fahigkeiten, mit einem komplementaren 
Oligonucleotid zu hybridisieren, nicht wesentlich ver- 
andert . 

2. Unmarkiertes und 32 P-markiertes PNA62-Kemptid zeigen 
ahnliche Hybridisierungseigenschaf ten . 

3. Eine die Kemptid-Struktur tragende PNA ist ein Substrat 
fur die Phosphorylierung durch Proteinkinase A. 



Beispiel 4 



32 P-Markiertes PNA62-Kemptid kann als Sonde zum Nachweis 
komplementarer DNA-Fragmente verwendet werden. die an eine 
Filtermembran gebunden sind 

Das markierte PNA62-Kemptid wurde als Sonde zum Nachweis 
komplementarer Sequenzen in einem auf einer Membran immobi- 
lisierten DNA-Fragment verwendet . ( Southern-Hybridisie- 
rung) . DNA-Fragmente, die eine zum PNA62-Kemptid komplemen- 
tare Sequenz enthielten, und DNA-Fragmente, die eine 
Sequenz mit einer einzigen Fehlpaarung bezuglich des PNA62- 
Kemptids enthielten, wurden durch PCR-Amplif ikation der 
passenden Plasmide erzeugt. Die DNA-Fragmente wurden durch 
Gelelektrophorese in einem 1% TAE-Agarose-Gel getrennt und 
mit Hilfe standardmafiiger Alkali-Blotting-Verfahren auf 
eine Hybond™ N+- Membran uberflihrt. Das Filter wurde in 
einem Drehofen bei 50°C in 5 ml Hybridisierungslosung (10 mM 
Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM EDTA) vorhybridisiert , die 4 ng 
unmarkiertes PNA-T10 -Kempt id als Blockierungsmittel gegen 
unspezif ische Bindung der Sonde an das Filter enthielt. 
Nach 1 Stunde Vorhybridisierung wurden der Vorhybridisie- 
rungslosung 5 \il 32 P-markiertes PNA 6 2 -Kempt id zugesetzt # und 
es wurde 16 Stunden lang bei 50°C weiterinkubiert . Das 
Filter wurde zweimal in 10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM EDTA 
30 min lang bei 50°C gewaschen, luf tgetrocknet und 10 
Stunden lang autoradiographiert . Wie in Figur 1 gezeigt, 
hybridisiert die PNA62-Kemptid-Sonde wirkungsvoll an die 
vollkomplementaren DNA-Fragmente auf dem Filter (Bahn 4). 
Weiterhin hybridisiert sie in einem gewissem Ausma/3 an das 
DNA-Fragment, das die C->T-Punktmutation tragt (Bahn 2). 
Dies ist auch zu erwarten, da der fehlgepaarte PNA62-G/T- 
DNA-Duplex in Losung eine T m von 61°C aufweist, was oberhalb 
des SCringenzniveaus liegt, das der Hybridisierung auf- 
erlegt ist. Im Gegensatz zur G->T-Mutation haben die C-»G- 
und C->A-Mutationen grofie Auswirkung auf die Stabilitat des 
resultierende PNA / DNA-Dup 1 ex in Losung ( PNA62-G/A-DNA: 



T m = 51°C und PNA62-G/G-DNA: T m = 53°C) . Ubereinstimmend mit 
diesen T m -Daten, hybridisiert die PNA-Kemptid-Sonde nicht 
an die entsprechenden DNA-Fragmente auf dem Filter (Bahn 1 
bzw, 3). In der SchluBfolgerung zeigen die Ergebnisse, daB 
ein markiertes PNA-Kemptid als Sonde bei einem Filter- 
hybridisierungsassay verwendet werden kann, und daB der- 
artige Sonden wirksam zwischen den vollkomplementaren und 
Einzelbasen-fehlgepaarten Ziel-Nucleinsauren unterscheiden 
konnen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit anderen Membra- 
nen (Gene Screen™+Immobilon S™) und anderen Blockierungs- " 
reagenzien (1% Casein und 1% Triton™ X-100) erhalten. 

Beispiel 5 

Funktionsanalyse des Peptid-Seaments de r Chimare 

Die Chimare (20 pmol) und die Kontroll-PNA (Ado 3 -PNA) 
(20 pmol) wurden getrennt in einem Reaktionsvolumen (50 nl) 
inkubiert, enthaltend 32 P-y-ATP 1 (Amersham) (100 pmol, 
>5000 Ci/mmol), 50 mM MES (pH 6,9), 10 mM MgCl 2 0,5 mM 
EDTA, 1 mM DTT, 1 mg/ml BSA und 5 mE PKA1 (Boehringer 
Mannheim). Nach 30 min bei 30°C wurden die PNAs durch Ionen- 
austauschchromatographie unter Verwendung von Diethylamino- 
ethyl(DEAE)-Sephadex A-50 1 (Sigma) von nichteingebautem 
y-ATP getrennt, und die gereinigten PNAs wurden gegen die 
Kontroll-PNA ausgezahlt. Die die chimare enthaltende Probe 
hatte eine spe2ifische Aktivitat von 2,4-10 6 min~ 1 /pmol PNA. 
Bei Verwendung von 32 P-y-ATP mit einer spezifischen 
Aktivitat von 5000 Ci/mmol ware die berechnete maximal 
mogliche spezifische Aktivitat der Chimare 610 6 miirVpmol. 

Die enzymatische Phosphorylierung der Chimare wurde in ei- 
nem Zeitverlauf sexperiment untersucht. Es wurde 1 mE PKA 
verwendet, urn 1 nmol der Chimare zu phosphorylieren. 
Wahrend der Reaktion wurden Proben zu verschiedenen Zeit- 
punkten entnommen und mittels HPLC analysiert. Innerhalb 
von 60 s waren ca. 20% der Chimare phosphoryliert (Fig. 5), 
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und mehr als 50% waren nach 120 s phosphoryliert . Die 
Reaktion war innerhalb 300 s beendet. Die Identitat des 
phosphorylierten Produkts wurde durch Massenspektroskopie 
bestatigt (ESI; berechnet/gef unden : 5371,1/ 5370,9). 



EP-Anmeldung Nr.: 95 903 781.3 



Patentanspruche 

1. Verfahren zum Markieren eines Nucleinsaure-Analogons, 
umfassend das Bereitstellen eines Nucleinsaure-Analo- 
gons mit einer Peptid-Struktur , die als Substrat fur 
ein Enzym in einer Markierungsreaktion fungieren kann, 
und das Durchflihren einer solchen Markierungsreaktion , 
umfassend .das Urasetzen der Peptid-Struktur des Nuclein- 
saure-Analogons mit einem Ausgangsstof f fiir die 
Markierung in einer durch das Enzym vermittelten 
Reaktion. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Markierung eine 
Radiomarkierung ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Ausgangsstof f fiir 
die Markierung radiomarkiertes ATP ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das Enzym eine 
Proteinkinase ist. 

5. Verfahren nach irgendeinem der vorstehenden Anspruche, 
wobei die Peptid-Struktur die Kemptid-Struktur ist. 

6. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 1 bis 5, wobei 
die Markierungsreaktion eine Phosphorylierung an einem 
Serin-Rest der Peptid-Struktur ist. 

7. Verfahren nach irgendeinem der vorstehenden Anspruche, 
wobei das Nucleinsaure-Analogon einen polymeren Strang 
umfafit, der eine Sequenz aus Liganden enthalt, die an 
ein Gerust gebunden sind, das aus verkniipften 
Geriisteinheiten besteht, wobei das Analogon imstande 
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ist, an eine Nucleinsaure komplementarer Sequenz zu hy- 
bridisieren, und des weiteren diese Peptid-Struktur um- 
faflt. 

Verfahren nach Anspruch 7 , wobei das Nucleinsaureanalo- 
gon-Geriist ein Polyamid-, Polythioamid-, Polysulfin- 
amid- oder Polysulf onamid-Gerust ist. 

Verfahren nach Anspruch 8, wobei die verknupften 
Geriisteinheiten Peptid-gebundene Aminosaure-Einheiten 
sind. 

Verfahren nach Anspruch 9, wobei die Peptid-Struktur am 
N-terminalen Ende oder am C-terminalen Ende vorliegt. 

Verfahren nach irgendeinem der vorstehenden Anspruche, 
wobei das Nucleinsaure-Analogon an eirie Nucleinsaure 
komplementarer Sequenz hybridisieren kann, um ein 
Hybrid zu bilden, das stabiler gegen Denaturierung 
durch Warme ist als ein Hybrid zwischen dem herkdmmli- 
chen, in der Sequenz dem Analogon entsprechenden Deoxy- 
ribonucleotid und der Nucleinsaure. 

Verfahren nach irgendeinem der vorstehenden Anspriiche, 
wobei das Nucleinsaure-Analogon eine Peptidnucleinsaure 
ist, bei der das Gerust ein Polyamid-Gerust ist, wobei 
jeder Ligand direkt oder indirekt an ein Aza-Stick- 
stoff-Atom im Gerust gebunden ist, und die Liganden 
tragenden Stickstof f-Atome vorwiegend durch 4 bis 8 da- 
zwischenliegende Atome voneinander im Gerust getrennt 
sind. 

Verfahren nach irgendeinem der vorstehenden Anspriiche, 
wobei das Nucleinsaure-Analogon an eine doppelstrangige 
Nucleinsaure hybridisieren kann, in der ein Strang eine 
zu dem Analogon komplementare Sequenz aufweist, um so 
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den anderen Strang von diesem einen Strang zu verdran- 
gen . 

14. Verfahren nach irgendeinem der vorstehenden Anspriiche, 
wobei das Nucleinsaure-Analogon die allgemeine Fontiel I 
aufweist: 



V 1 i* L n 



Forme 1 I 

worin: 

n wenigstens 2 ist; 

jedes der L 1 -^ unabhangig ausgewahlt ist aus der Gruppe 
bestehend aus Wasserstoff, Hydroxy, ( C!-C 4 )-Alkanoyl, 
naturlich vorkommenden Nucleobasen, nicht natiirlich 
vorkommenden Nucleobasen, aromatischen Einheiten, DNA- 
intercalierenden Agenzien, Nucleobase-bindenden Grup- 
pen, heterocyclischen Einheiten, Reporter-Liganden und 
der Peptid-Struktur; 

jedes der C 1 -C n (CR 6 R 7 ) y ist, wobei R 6 Wasserstoff ist 
und R 7 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus den 
Seitenketten naturlich vorkommender ct-Aminosauren, oder 
R 6 und R 7 unabhangig ausgewahlt sind aus der Gruppe be- 
stehend aus Wasserstoff, (C 2 -C 6 )-Alkyl , Aryl, Aralkyl, 
Heteroaryl , Hydroxy , ( C 1 -C 6 ) -Alkoxy , ( C x -C e ) -Alky lthio , 
NR 3 R 4 und SR 5 , wobei R 3 und R 4 wie nachstehend definiert 
sind, und R 5 Wasserstoff, (C^-CgJ-Alkyl, hydroxy-, alk- 
oxy- oder alkylthiosubstituiertes ( C x -C 6 )-Alkyl ist, 
oder R 6 und R 7 zusammengenommen ein alicyclisches oder 
heterocyclisches System vervollstandigen; 
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jedes der D 1 -D n (CR 6 R 7 ) Z ist, wobei R 6 und R 7 wie vor- 
stehend definiert sind; 

y und z jeweils null oder eine ganze Zahl von 1 bis 10 
sind, wobei die Sunune y + z 2 bis 10 ist; 
G^G" jeweils -NR 3 CO-, -NR 3 CS-, -NR 3 SO- Oder -NR 3 S0 2 - in 
beiden Orientierungen sind, wobei R 3 wie nachstehend 
definiert ist; 

jedes der A x -A n und B^—B 11 so ausgewahlt ist, daB: 

(a) A eine Gruppe der Formel (I la), (lib), (lie) oder 
(lid) ist, und B N oder R 3 N + ist; oder 

(b) A eine Gruppe der Formel (lid) ist, und B CH ist; 



I 



I 



•c- 



Formel 11a 



Formel lib 





Formel lie 



N — c- 



A 



Formel lid 



worin: 

X O, S, Se, NR 3 , CH 2 oder G(CH 3 ) 2 ist; 
Y eine Einf achbindung, O, S oder NR 4 ist; 
p und q jeweils null oder ganze Zahlen von 1 bis 5 
sind, wobei die Summe p+q nicht grofler als 10 ist; 
r und s jeweils null oder ganze Zahlen von 1 bis 5 
sind, wobei die Sunune r+s nicht grofler als 10 ist; 
R 1 und R 2 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus der 
Gruppe bestehend aus Wasserstoff, (C 1 -C 4 )-Alkyl, das hy- 
droxy- oder alkoxy- oder alkylthiosubstituiert sein 



kann, Hydroxy, Alkoxy, Alkylthio, Amino und Halogen; 
und 

R 3 und R 4 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus der 
Gruppe bestehend aus Wasserstof f, ( C x -C^) -Alky 1, hy- 
droxy- oder alkoxy- oder alkylthiosubstituiertem 
(C 1 -C 4 )-Alkyl, Hydroxy, Alkoxy, Alkylthio und Amino; 
Q -C0 2 H, -CONR'R'', -SO3H oder -SC^NR'R' 1 oder ein ak- 
tiviertes Derivat von -C0 2 H oder -S0 3 H ist; und 
I -NR'R 1 '' ist, wobei R 1 und R' ' unabhSngig ausgewahlt 
sind aus der Gruppe bestehend aus Wasserstof f, Alkyl, - 
Schutzgruppen fur Amino, Reporter-Liganden, intercalie- 
renden Agenzien, Chelatbildnern, Peptiden, Proteinen, 
Kohlenhydraten, Lipiden, Steroiden, Nucleosiden, Nucle- 
otiden , Nucleotiddiphosphaten , Nucleotidtriphosphaten , 
Oligonucleotiden , darunter sowohl Oligoribonucleotide 
als auch Oligodeoxyribonucleotide, Oligonucleosiden so- 
wie loslichen und nichtloslichen Polymeren, und -R* ' ' 
eine R' ' -Gruppe oder die Peptid-Struktur ist, wobei 
wenigstens L oder -R* 1 ' die Peptid-Struktur ist. 

. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das Nucleinsaure-Ana- 
logon eine Verbindung der ailgemeinen Formel III, IV 
oder V umfafit: 




Formel III 




Formel V 

worin: 

L jeweils unabhangig ausgewahlt ist aus der Gruppe be- 
stehend aus Wasserstoff, Phenyl, heterocyclischen Ein- 
heiten, natiirlich vorkommenden Nucleobasen und nicht 
natiirlich vorkommenden Nucleobasen; 

R 7 jeweils unabhangig ausgewahlt ist aus der Gruppe be- 
stehend aus Wasserstoff und den Seitenketten natiirlich 
vorkommender a-Aminosauren ; 
n ein ganze Zahl grofler 1 ist; 



k, 1 und m jeweils unabhangig null oder ein ganze Zahl 

von 1 bis 5 sind; 

p jeweils null oder 1 ist; 

R h OH, NH 2 oder -NHLysNH 2 ist; und 

R 1 die Peptid-Struktur ist. 

Nucleinsaure-Analogon, umfassend einen polymeren 
Strang, der eine Seguenz aus Liganden enthalt, die an 
ein Geriist gebunden sind, das aus verknupften 
Gerlisteinheiten besteht, wobei das Analogon an eine - 
Nucleinsaure komplementarer Seguenz hybridisieren kann, 
weiterhin umfassend eine Peptid-Struktur , die als 
Substrat fur ein Enzym bei einer Markierungsreaktion 
fungieren kann. 

Nucleinsaure-Analogon nach Anspruch 16, wobei die 
Peptid-Struktur mit radiomarkiertem ATP umgesetzt wer- 
den kann, um die Peptid-Struktur in Gegenwart einer 
Proteinkinase zu phosphorylieren. 

Nucleinsaure-Analogon nach Anspruch 17, wobei die 
Peptid-Struktur die Kemptid-Struktur ist. 

Nucleinsaure-Analogon nach irgendeinem der Anspruche 16 
bis 18, wobei das Geriist ein Polyamid-, Polythioamid-, 
Polysulf inamid- oder Polysulf onamid-Gertist ist. 

Nucleinsaure-Analogon nach Anspruch 19, wobei die ver- 
kriiipf ten Gerlisteinheiten Peptid-gebundene Aminosaure- 
Einheiten sind. 

Nucleinsaure-Analogon nach Anspruch 19 oder 20', wobei 
die Peptid-Struktur am N-terminalen Ende oder am 
C-terminalen Ende vorliegt. 

Nucleinsaure-Analogon nach irgendeinem der Anspruche 16 
bis 21, wobei das Nucleinsaure-Analogon an eine 
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Nucleinsaure komplementarer Sequenz hybridisieren kann, 
urn ein Hybrid zu bilden, das stabiler gegen Denatu- 
rierung durch Warme ist als ein Hybrid zwischen dem 
herkommlichen, in der Sequenz dem Analogon entsprechen- 



23. Nucleinsaure-Analogon nach irgendeinem der Anspriiche 16 
bis 22, wobei das Nucleinsaure-Analogon eine Peptidnu- 
cleinsaure ist, bei der das Geriist ein Polyamid-Gerust 
ist, wobei jeder Ligand direkt oder indirekt an ein 
Aza-Stickstof f-Atom im Geriist gebunden ist, und die 
Liganden tragenden Stickstof f-Atome vorwiegend durch 4 
bis 8 dazwischenliegende Atome voneinander im Geriist 
getrennt sind. 

24. Nucleinsaure-Analogon nach irgendeinem der Anspriiche 16 
bis 23, wobei das Nucleinsaure-Analogon an eine doppel- 
strangige Nucleinsaure hybridisieren kann, in der ein 
Strang eine zu dem Analogon komplementare Sequenz auf- 
weist, urn so den anderen Strang von diesem einen Strang 
zu verdrangen. 

25. Nucleinsaure-Analogon nach irgendeinem der Anspriiche 16 
bis 24, wobei das Nucleinsaure-Analogon die allgemeine 
Formel I aufweist: 



den Deoxyribonucleotid 



und der Nucleinsaure. 




Formel I 



worm: 



n wenigstens 2 ist; 



jedes der L 2 -L n unabhangig ausgewahlt ist aus der Gruppe 
bestehend aus Wasserstof f , Hydroxy, (C 1 -C 4 )-Alkanoyl / 
natiirlich vorkonunenden Nucleobasen, nicht natiirlich 
vorkonunenden Nucleobasen, aromatischen Einheiten, DNA- 
intercalierenden Agenzien, Nucleobase-bindenden Grup- 
pen, heterocyclischen Einheiten, Reporter-Liganden und 
Peptid-Strukturen ; 

jedes der C 1 -C n (CR 6 R 7 ) y ist, wobei R 6 Wasserstof f ist 
und R 7 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus den 
Seitenketten natiirlich vorkommender cc-Aininosauren, oder 
R 6 und R 7 unabhangig ausgewahlt sind aus der Gruppe be- 
stehend aus Wasserstof f, (C 2 -C 6 )-Alkyl, Aryl, Aralkyl, 
Heteroaryl , Hydroxy, ( C x -C 6 ) -Alkoxy , (Ci~C e ) -Alkylthio , 
NR 3 R 4 und SR 5 , wobei R 3 und R 4 wie nachstehend definiert 
sind, und R 5 Wasserstoff, (C 1 -C 6 )-Alkyl ist, oder R 6 und 
R 7 zusammengenommen ein alicyclisches oder hetero- 
cyclisches System vervollstandigen; 

jedes der D x -D n (CR 6 R 7 ) Z ist, wobei R 6 und R 7 wie vor- 
stehend definiert sind; 

y und z jeweils null oder eine ganze Zahl von 1 bis 10 
sind, wobei die Summe y + z 2 bis 10 ist; 
G x -G n jeweils -NR 3 CO-, -NR 3 CS-, -NR 3 SO- oder -NR 3 S0 2 - in 
beiden Orientierungen sind, wobei R 3 wie nachstehend 
definiert ist; 

jedes der A x -A n und B!-B n so ausgewahlt sind, dafl: 

(a) A eine Gruppe der Formel (Ila), (lib), (lie) oder 
(I Id) ist, und B N oder R 3 N + ist; oder 

(b) A eine Gruppe der Formel (lid) ist, und B CH ist; 




Formel I la 



Formel lib. 



Formel lie 



Formel I Id 



worin: 

X 0, S, Se, NR 3 , CH 2 oder C(GH 3 ) 2 ist; 
Y eine Einf achbindung, O, S oder NR 4 ist; 
p und q jeweils null oder ganze Zahlen von 1 bis 5 
sind, wobei die Summe p+q nicht grofier als 10 ist; 
r und s jeweils null oder ganze Zahlen von 1 bis 5 
sind, wobei die Summe r+s nicht groSer als 10 ist; 
R 1 und R 2 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus der 
Gruppe bestehend aus Wasserstoff, (C 1 -C 4 )-Alkyl, das hy- 
droxy- oder alkoxy- oder alkylthiosubstituiert sein 
kann, Hydroxy, Alkoxy, Alkylthio, Amino und Halogen; 
und 

R 3 und R 4 jeweils unabhangig ausgewahlt sind aus der 
Gruppe bestehend aus Wasserstoff, (C 1 -C 4 )-Alkyl, hy- 
droxy- oder alkoxy- oder alkylthiosubstituiertem 
(C 1 -C 4 )-Alkyl, Hydroxy, Alkoxy, Alkylthio und Amino; 
Q -C0 2 H, -CONR'R'', -S0 3 H oder -SC^NR'R 1 ' oder ein ak- 
tiviertes Derivat von -C0 2 H oder -S0 3 H ist; und 
I -NR'R''' ist, wobei R' und R' ' unabhangig ausgewahlt 
sind aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff, Alkyl, 
Schutzgruppen fur Amino, Reporter-Liganden, intercalie- 
renden Agenzien, Chelatbildnern, Peptiden, Proteinen, 
Kohlenhydraten, Lipiden, Steroiden, Nucleosiden, Nucle- 
otiden, Nucleotiddiphosphaten, Nucleotidtriphosphaten, 
Oligonucleotiden , darunter sowohl Oligoribonucleotide 
als auch Oligodeoxyribonucleotide, Oligonucleosiden so- 
wie loslichen und nichtloslichen Polymeren, und -R* 1 ' 
eine R' '-Gruppe oder die Peptid-Struktur ist, wobei 



wenigstens ein L oder die Gruppe -R* ' * die Peptid- 
Struktur ist. 

Nucleinsaure-Analogon nach Anspruch 25, wobei das 
Nucleinsaure-Analogon eine Verbindung der allgemeinen 
Formel III, IV oder V umfaflt: 




Formel III 




Formel IV 




Forme! V 

worin: 

L jeweils unabhangig ausgewahlt ist aus der Gruppe be- 
stehend aus Wasserstoff, Phenyl, heterocyclischen Ein- 
heiten, natiirlich vorkommenden Nucleobasen und nicht 
natiirlich vorkommenden Nucleobasen; 

R 7 jeweils unabhangig ausgewahlt ist aus der Gruppe be- 
stehend aus Wasserstoff und den Seitenketten natiirlich 
vorkommender a-Aminosauren; 
n ein ganze Zahl grofier 1 ist; 

k, 1 und m jeweils unabhangig null oder ein ganze Zahl 

von 1 bis 5 sind; 

p jeweils null oder 1 ist; 

R h OH, NH 2 oder -NHLysNH 2 ist; und 

R 1 eine chelatbildende Einheit ist. 

Analytisches Verfahren, umfassend das Hybridisieren ei- 
nes radiomarkierten Nucleinsaure-Analogons , hergestellt 
mit Hilfe eines Verfahrens nach irgendeinem der 
Anspriiche 1 bis 15 oder nach irgendeinem der Anspriiche 
16 bis 26, an eine Nucleinsaure und Nachweisen der 
Gegenwart des so hergestellten Hybrids mit Hilfe der 
Radiomarkierung . 



Verfahren nach Anspruch 27, wobei die nachzuweisende 
Nucleinsaure an einen Trager gebunden ist und mit dem 
markierten Nucleinsaure-Analogon geprlift wird. 
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